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Ve vybéru péti nejvyznamngjsSich publikaci na prvnim mist¢ uvaddim ptehledny clanek, ktery
vzbudil u oborné vetejnosti velky ohlas a prakticky kazdd novad prace na téma hemovych
senzorovych proteinti jej cituje. Komplex atomu Zeleza v rtiznych oxida¢né-redukénich stavech a
protoporfyrinu IX se nazyva hem. Tento kofaktor je dilezity pro pienos a ukladani kysliku,
aktivaci kysliku a ptfenos elektronti, pokud je tento kofaktor vazan v hemoproteinech jako
hemoglobin, myoglobin, cytochrom P450 a cytochrom c¢. Kromé¢ pravé zminénych
prototypickych hemovych proteinii a klasickych roli hemu v téchto hemoproteinech, byly
nedavno popsany také nové, naléhavé, kritické role labilniho (volného) hemu pfi pienosu signalu.
Je pravdépodobné, Ze asociace/disociace hemu na/z hemové senzorové proteiny reguluje Cetné
funkce, vCetné transkripce, vazby na DNA, sestfihu mikroRNA, translace, aktivity proteinkinas,
degradace proteint, degradace hemu, funkce K" kanalu a mnoho dal$ich procesti a funkci.
Uvedeny ptehledny ¢lanek poskytuje komplexni prehled o vztahu struktury a funkce hemovych
senzorovych proteint, které¢ detekuji hem. Déle jsme se také pokusili popsat nové, dalsi role
labilniho (volného) hemu jako funkéniho inhibitoru a/nebo aktivatoru. Zminujeme hem jako nové
centrum chemické reakce pro aldoximdehydratasu, cis—trans izomerasu, procesii tvorby
hydrazinu, N-N nebo S-S vazby a dalsi funkce. Vhled do zékladnich molekulédrnich mechanismt
je nezbytny pro pochopeni nové role hemu v dilezitych fyziologickych a patologickych
procesech. Pravé diiraz na vysvétleni zakladnich chemicko-fyzikéalnich vlastnosti této skupiny
hemoproteinit pro vyuziti biologti, 1€kait a dalSich védcii z aplikacni sféry vyzkumu ¢ini tento
piispévek unikatni.

2. Miksanova M., Igarashi J., Minami M., Sagami I., Yamauchi S., Kurokawa H, Shimizu
T.: Characterization of Heme-regulated elF20 Kinase: Roles of the N-terminal Domain in
the Oligomeric State, Heme Binding, Catalysis, and Inhibition, Biochemistry, 2006, 45,
9894-905. IF2006 = 3,633. (49 times cited).

Jednim ze zastupcli hemovych senzorovych proteind, které detekuji hem a kterému se naSe
vyzkumna skupina intenzivné a dlouhodob¢ vénuje, je tzv. inhibitor regulovany hemem. Tento
protein se sklada ze dvou domén — senzorové domény lokalizované na N-termindlni stran¢ a
funkéni domény na C-konci. Funkéni doména vykazuje kinasovou enzymovou aktivitu vici
aktivitu funkéni domény v zévislosti na pfitomnosti signalu, kterym je zména koncentrace hemu.
Tato prace odhalila, Ze senzorovd doména je zapojena do rozpoznavani substratu funkéni
bylo zjiSténo, Ze odstranéni senzorové domény ze struktury inhibitoru regulovaného hemem
zménilo hexamerni oligomerni strukturu na strukturu tvofenou trimerem. Unikdtnim piinosem
jmenované prace pro pochopeni mechanismu interakce modelového senzorového proteinu
s heme, bylo prokéazani, Zze pouze jedina molekula Fe(Ill)-heminu stejn¢ jako Fe(II)-hemu
interaguje s inhibitorem regulovanym hemem. Interakci jediné molekuly hemu jsme popsali také
pro dele¢ni mutant A145, ktery vlibec neobsahuje senzorovou doménu. VSechna tato zjiSténi
dovolila vyvodit zavér a vytvotit model interakce studovaného senzorového proteinu s hemem.



Tento model pocita s jednim axiadlnim ligandem hemu v senzorové doméné a druhym v doméné
funk¢ni inhibitoru regulovaného hemem. Zavéry této prace pak prispély k finalizaci popisu a
pochopeni interakci studovaného senzorového proteinu se signalni molekulou (s hemem). Bylo
zjisténo, Ze axidlni ligand hemu lokalizovany v senzorové domén¢ je bud’ His-119 a/nebo His-
120. Tyto dva histidylové zbytky se mohou vzdjemné nahrazovat a podtrhuji typickou vlastnost
vSech senzorovych proteinli obsahujicich hem, to je velkou flexibilitu proteinové molekuly.
Druhy axialni ligand hemu lokalizovany naopak ve funkéni doméné byl identifikovan jako Cys-
409. Je zajimavé, ze Cys-409 je soucésti tzv. CP motivu ve funkéni doméné. CP motiv je
sekvence Cys a Pro sefazena za sebou, Casto se tento motiv v senzorovych proteinech nékolikrat
opakuje. Sousedstvi prolinu poskytuje cysteinu velmi unikéatni charakter a moduluje jeho
vlastnosti ve vztahu ke koordinaci hemu.
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Tteti vybranad prace ma nejveétsi citacni ohlas ze vSech praci publikovanych nasi vyzkumnou
které¢ nedetekuji pfimo hem (kterym se vénuji prvni dvé uvedené nejvyznamnéjsi prace), ale
prostiednictvim relativné pevné vazaného hemu detekuji plynné molekuly (O2, NO, nebo CO).
Jedna se tedy o hemové senzory plyni. Tyto proteiny potiebuji pruzné reagovat v piipadé, ze
detekuji signal, a to je umoznéno jejich velmi flexibilni strukturou, na rozdil od struktury
klasickych (prototypickych) hemoproteinti. Strukturu téchto hemoproteini a jejich velkou
konformacéni zménu zplisobenou vazbou signalni molekuly (plynu) na senzorovou doménu a
pienos tohoto prvotniho signalu do zmény struktury funkéni domény vsak lze vétSinou odvodit
pouze z nepiimych experimentalnich pfistupt. V pfipadé nékterych hemovych senzorovych
proteind jsou jiz znédmy struktury izolovanych senzorovych a/nebo funk¢énich domén. Dosud
ovSem bylo popsédno jen velmi madlo trojrozmérnych struktur kompletniho (nezkraceného)
hemového senzorového proteinu, ktery detekuje plyny. Obecné jsou experimenty s hemovymi
senzorovymi proteiny s kompletnim proteinovym fetézcem (tj. sjejich pfirozenymi
variantami) velmi naro¢né. Zajem o pochopeni mechanismu pifenosu signalu v této skupiné
proteinti je pfirozeny a odrazi touhu fesit klinické problémy neznamé pficiny v kombinaci s
intuici, Ze n¢jaka vaznd onemocnéni mohou byt spojena s hemovymi senzory plynii. Toto je
pravdépodobné uzitecnd perspektiva, protoze napiiklad lidska guanylatcyklasa (sensor NO) a
cystathionin-B-synthasa (senzor CO) jsou hemové senzory plynnych molekul, jejichz poskozeni
muze zpusobit zdvaznd onemocnéni spojena s jejich enzymovou dysfunkci. Protoze stale ptibyva
nové popsanych hemovych senzorovych proteini se schopnosti detekovat signalni molekuly
plynt, ocekavadme, ze budouci studie odhali dal§i dilezité souvislosti téchto proteini s
konkrétnimi onemocnénimi. Nicmén¢ také bakterialni hemové senzorové proteiny, které detekuji
kyslik, jsou dilezitym pfedmétem vyzkumu v klinickém kontextu, protoze ptfedstavuji zajimavé
cile pro navrh novych antibakterialnich a antimikrobialnich 1€kt s minimalnimi vedlejSimi
ucinky na eukaryotické organismy.
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Tato publikace z vyctu nejvyznamngjSich publikaci nasi skupiny zdsadné ptispéla k tomu, Ze
bakterialni hemovy senzorovy protein, ktery detekuje kyslik s ndzvem histidinkinasa
s globinovou strukturou senzorové domény z pudni bakterie Anaeromyxobacter sp. kmen Fw109-
5 (AfGcHK), je nejlépe prostudovany protein ze skupiny hemovych senzorl, které detekuje
kyslik. Tvoii soucéast dvouslozkového systému prenosu signdlu v bakteriich. Vazba O> na
komplex Fe(Il)-hemu v jeho N-terminalni senzorové (globinové) doméné silné stimuluje
autofosforylaci na His-183 v jeho C-terminalni funkéni (kinasové) doméné. Sesti-koordinovany
ion Zeleza hemu [bud’ Fe(Il)-OH™ nebo Fe(Ill)-CN™ komplex] v senzorové domén¢ AfGcHK
zpusobi, ze tyto formy jsou aktivni, ale péti-koordinovany ion Zeleza hemu [Fe(Il) komplex] a
apoforma bez hemu v senzorové doméné jsou neaktivni. Urcili jsme krystalové struktury
izolovanych dimernich senzorovych (globinovych) ve stavu Fe(III)-CN"~ (doména asociovana
s aktivni formou) a 5-koordinované Fe(Il) formy (doména asociovana s neaktivni formou), coz
odhalilo vyrazné strukturalni rozdily na proximalni stran¢ senzorové domény (vuci rovin¢ hemu).
Zcela unikéani ovSem byla studie plnodélkovych (nezkracenych) forem danych proteina aplikaci
metody vodik/deuteriové vymeény spojené s hmotnostni spektrometrii k charakterizaci
konformacénich zmén spojenych s pfechodem z aktivni do neaktivni formy plnodélkového
(nezkraceného) proteinu AfGcHK v roztoku. Takto jsme Upln€ poprvé pozorovali mechanismus
pienosu intramolekularniho signalu u hemového senzorového proteinu. Hlavni rozdily mezi
aktivni a neaktivni formou byly patrné na proximalni strané hemu (helix HS), na dimerizacnim
rozhrani (helixy H6, H7 a smycka L7) senzorové (globinové) domény a ve vazebném misté pro
ATP (helixy H9 a H11) funk¢ni (kinasové) domény. V souladu s témito pozorovanimi byl také
fakt, ze umélé oddé€leni senzorové a funkéni domény, které deaktivuje enzymovou aktivitu
daného senzoru, zvysilo expozici rozpoustédlu na rozhrani dimerizace senzorovych domén (helix
H6) a také flexibilitu a expozici rozpoustédlu helixu H11. Tyto vysledky spole¢né naznacuji, ze
aktivni a neaktivni stav AfGcHK si miZeme predstavit jako uzaviené nebo oteviené nizky.
Signal pro aktivaci AfGcHK, vazba kysliku k iontu Zeleza hemu v senzorové doméné, vyvola
zménu Vv nejbliz§im okoli hemu, coz zplsobi zménu (,,uzavieni*) dimerizacniho rozhrani
senzorové domény a tato zména je prenesena do domény funkéni s naslednym ptiblizenim
vazebniho mista pro ATP blize k His-183, ktery se snadné&ji autofosforyluje (,,nizky se
uzaviou®). Pii disociaci kysliku z hemu senzorové domény se 4fGcHK deaktivuje a opacny sled
kroki si lze predstavit jako ,,otevieni ntizek”. Na modelovém ptikladu byl tak Gplné€ poprvé
popsan mechanismus pfenosu signalu v ptipad¢ plnodélkového (nezkraceného) senzorového
proteinu, ktery detekuje kyslik.
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Posledni z pétice nevyznamnéjs$i publikaci je publikaci nedavnou. Jednd se o praci, ktera
bezprostfedné navazuje na predchozi uvedenou studii (ale vychazi také z celé fady dalSich studii
nasi vyzkumné skupiny) a jest¢ dale dopliuje objasnény mechanismus pienosu signalu z domény
senzorové do domény funkcni v pripad¢ histidininkinasy AfGcHK. Zde jsme detailné zkoumali
roli dimerizaéniho rozhrani senzorové (globinové) domény pifi prenosu signalu v AfGcHK.
Prezentujeme krystalovou strukturu monomerni senzorové domény AfGcHK s navazanym
imidazolem a s rozlisenim 1,8 A. Detailnim rozborem jsme zjistili, Ze helixy dimeru senzorové



domény plnodélkové varianty (nezkracené, piirozené formy) AfGcHK jsou pod ,,napétim* a ze
Tyr-15 hraje roli jak v tomto ,napéti, tak v dimerizaci senzorové (globinové) domény.
Biofyzikalni experimenty odhalily, Ze zatimco izolovana senzorova doména AfGcHK je v
roztoku dimerni, varianty, ve kterych je Tyr-15 nahrazen Ala nebo Gly, jsou monomerni. Navic
jsme zjistili, Ze ackoli je dimerizace plnodélkové varianty (nezkracené, pfirozené formy) proteinu
zachovana prostiednictvim dimerizacniho rozhrani funkéni (kinasové) domény, ve vSech
plnodélkovych variantich AfGcHK nesouci substituce Tyrl5Ala nebo Tyr15Gly se enzymova
aktivita blizici nule. Prezentované kombinované strukturni a biofyzikalni vysledky ukazuji, ze
Tyr-15 hraje klicovou roli v dimerizaci senzorové domény AfGcHK a ze dimerizace této domény
je nezbytnd pro vnitini transdukci signalu a naslednou autofosforylaci funkéni domény v tomto
senzorovém proteinu. Popsana zjisténi poskytuji zasadni pohled na mechanismus pfenosu signalu
histidinkinasy 4fGcHK, a navic jsou aplikovatelné také na dal$i zastupce hemovych senzorovych
proteind, které detekuji kyslik (a dalsi plyny). Pro rozvoj studia hemovych senzorovych proteinii
mélo vyse zminéné zjisténi naprosto zasadni vyznam.

dne 30. 4. 2022
doc. RNDr. Markéta Martinkova, Ph.D.



